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SAZETAK

U ovom radu konstruiran je senzor za dilranje albumina iz humanog

seruma (HSA) temeljen na politraminom modificirpal@tnoj elektrodi.

Imobilizacija politiramina izvedena je elektropoknizacijom 1 M otopine
NaOH uz dodatak 0,1 M tiramina. Funkcionalizacijavi@ine provedena je s
nitrilotriocenom kiselinom (NTA). Amino skupine pwotamina aktivirane su
uranjanjem u 25%-tnu otopinu glutaraldehida, Stmgmava stvaranje veza izide
politiramina i NTA. Nakon vezanja NTA, elektrodadedatno modificirana s Gli

Ni?* ionima.

Karakterizacija zlatne elektrode provedena je dilm voltametrijom (CV) i
elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijomSEU 0,08 M otopini KCI
koja je sadrzavala 1 mM JkEe(CNJ/Ks[Fe(CN)]. Postojanje slojeva na elektrodi

dodatno je potvieno mjerenjem na kvarcnoj kristalnoj mikrovagi (QEM

Analiticka primjena modificirane elektrode testirana jeGMRom. Rezultati
su pokazali kako je NTA-Cu kompleks dobra osnovadesiivanje HSA, dok se
NTA-Ni kompleks nije pokazao kao optimalna senzarkknfiguracija za odabrani

analit.

Kljuc¢ne rijeci:

Politiramin

Zlatna elektroda

Kemijsko umrezavanje
Ciklicka voltametrija
Kvarcna kristalna mikrovaga
NTA
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SUMMARY

The aim of this work was development of a sensohtonan serum albumin

determination (HSA) based on gold electrode modifigh polytyramine.

Polytyramine immobilization was performed by eleptrlymerization in 1 M
solution of NaOH containing 0.1 M of tyramine. Sag# functionalization was
carried out with nitrilotriacetic acid (NTA). Amin@roups were activated by
immersion in 25% glutaraldehyde solution. Subseguen the NTA binding,

electrode was additionally modified with €w@nd Nf* ions.

Characterization of gold electrode was performeth wiyclic voltammetry
(CV) and electrochemical impedance spectroscop$)(iti the 0.08 M solution of
KCI with 1 mM of KijFe(CN)J/K3Fe(CN)]. Existence of the layers on the
electrode was additionally confirmed with quartzygial Microbalance (QCM)

measurements.

Analytical performance of modified electrode wasrieal out with QCM.
Results had shown that NTA-Cu complex can be usedldtection of HSA while

NTA-Ni complex was not optimal sensor configuratfonthe selected analyte.

Key words:
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NTA

HAS



Sadrzayj:

I Y L PP 1
2. OPCT DIO ettt nn e 2
P Y o1 7= 0 1 1= £ ] - PP USRRTPUPPUPPRRPI 2
2.1.1. CiKlgka VOIAMELIT]a. ....eevieiiiiiiie e 2
2.2. Kvarcna Kristalna mikrovaga..........ccooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeee 9
2.3. Strategije KemijSKOg UMIeZavan]a..........cceueverurrummniiinieeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeees 12
2.4, PONIAMIN c.ceiieiieeeeee e e e 14
2.5, NIKAI e e e e e e e eaaaee 17
2.6, BAKAT ....oeiiiiiiiiiii e e 18
2.7. Nitrilotrioctena KiSEIINA .............cimmmm et 19
2.8. Albumin iz humanog seruma (HSA) ... 12
3. EKSPERIMENTALNI DIQL...... e 23
0 I (=T 1 4117 1] PP 23
I | 151 (U] [T o = T | - 24
3.3. Priprema OtOPINA ......ccoeeiiiiiiiieiiieeeeeee ettt e e e e e e ee e e 24
3.3.1. Priprema otopina za karakterizaciju zlatAe@C elektrode ................. 24
3.3.2. Priprema otopine tiramina ...........occcceeeeiiiiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeevieees 25
3.3.3. Priprema otopina za funkcionalizaciju AuQ€kgode ..............cccuunn..... 25
3.3.4. Priprema otoping HSA ... ..o e 25
R @ o RS 101 =T 1] o= U 26
3.4.1. Priprema povrsSine zlatne elektrode. ... 6. 2
3.4.2. Karakterizacija povrsine zlatne elektrode.............ccccovvvvvviiiiiiiccceennnn. 26
3.4.3. Oslojavanje zlatne elektrode politiraminQm..............ccoevvvvvvivvnnnennn. 26
3.4.4. Karakterizacija povrSine zlatne elektrodejese politiraminom........... 26

3.4.5. Oslojavanje politiraminom i funkcionalizaciglatne kvarcne kristalne
CIEKITOUE. ... e et e e e e e e e e e e reene e arrnanae 27



3.4.6. Modifikacija AuQC/politiramin/glutaraldehilektrode Cé' ionima..... 27

3.4.7. Modifikacija AuQC/politiramin/glutaraldehilektrode Ni* ionima..... 27
4. REZULTATI I RASPRAVA ...ttt 28
4.1. Karakterizacija povrsine zlatne elektrod@................cooovvveiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 28
4.2. Oslojavanje zlatne elektrode politiraminom...............ouvuviiiiiiiiinnieeeenennd 0.3
4.3. Karakterizacija povrsine zlatne elektrode jgsle politraminom ................. 31
4.4. Oslojavanje politiraminom kvarcne kristalnek#tode oslojene zlatom ....... 33
4.5. Funkcionalizacija AUQC elektrode ........cccceeeviiiiiiiiiiiiiiiciiiee e, 35
4.6. Vezanje HSA na funkcionaliziranu AuQC elektrod................cceevvvvvinnnnnnns 36
B, ZAKLIUCAK .....c.oeiteeteeeeeeeee ettt e et et ettt et esteeae e e eaeeaeateeneeneens 40
B. SIMBOLL ...t ee e 41
. LITERATURA . e e e e e eee 43

8. ZINVOTOPIS. ..o et e et e raaas 45



SasSa Marcinek Uvod Zavrsni rad

1. UvOD

Tijekom posljednja dva deseit@ polimeri su stekli veliku primjenu u
tehnologiji izrade senzora. Bolja selektivnostadomjerenja postignuta su zamjenom

klasicnih senzorskih materijala polimerima.

Elektrokemijska polimerizacija predstavlja pogodmetodu za proizvodnju
vrlo stabilnih polimera. Velika prednost elektrokfgkog talozenja polimernih
filmova je u formiranju filmova precizno kontrolma debljine te raalite
morfologije ovisno o primijenjenom potencijalu idm voltametrijskih ciklusa.
Ovako polimerom modificirane elektrode pokazuju glmsa svojstva koja se mogu
primijeniti za razne elektrokataliie i elektroanalitike primjenée’

Biosenzor je dizajniran da reagira s atineim analitom kako bi proizveo
mjerljiv signal. Velika selektivhost prema analije klju¢ni zahtjev prilikom
dizajniranja biosenzora. Takav senzor moZe ddati analite kao Sto su:
protutijela/antigeni, enzimi, nukleinske kiselin®&B ili stani¢éne strukture.
Biosenzori su pronasli najge primjenu u medicinskoj dijagnostici i kontroli

oneiscéenja za mjerenje otrovnih plinova u atmosferi betih spojeva u vodam§!

Tiramin je zadnjih godina uporabljen kao idealan nomer za izradu
biosenzora, zbog prisutnosti slobodne amino skukajg@ omogdava imobilizaciju
bioloSkih molekulnih vrsta. Povrh toga fenolna skapse preferirano oksidira
pokretu¢i reakciju polimerizacije. Takder se moze i upravljati svojstvima nastalog
politraminskog filma, primjenom razitih podloga i primjenom raalitih
eksperimentalnih uvjeta. Naj¢@ prednost tiramina je ipak u njegovoj otpornosti
prema raznim otapalima i elektrokemijskoj stabitholkao i stabilnosti u velikom

rasponu pH vrijednostf!

Prednosti politiramina kao osnove senzorske pogrsin poznate, stoga je |

njegova primjena u razvoju novih senzorskih powa&ne véa.
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2. ORCl DIO

2.1. Voltametrija

Voltametrija (voltamperometrija) je vrsta elektradiicke metode kod koje
se informacija o analitu dobiva mjerenjem ovisng#tije o potencijalu, pdiemu je
potencijal linearna funkcija vremena. Metodu suribtiMatheson i Nichols 1938.
godine, a teorijski opisali Randles i $#v1948. godine.

Elektrokemijskacelija u kojoj se odvija voltametrijsko mjerenje hgva
najmanje dvije elektrode. Radna (indikatorska) tetala, koja ostvaruje kontakt s
analitom, primjenjuje Zeljeni potencijal i olakSapdjenos naboja do i od analita.
Druga elektroda se naziva poéna elektroda ili protuelektroda i poiho nje
ostvarujemo tok elekithe struje krozceliju. Kako je teSko odrzati konstantan
potencijal na pommoj elektrodi prilikom odvijanja redoks reakcijaarhs se
nage&e primjenjuju troelektrodnéelije u kojima je tréa elektroda referentna s
poznatim potencijalom i kroz nju neceestruja. Referentna elektroda tada sluzi samo

za mjerenje i regulaciju napona ili struje radrekebde’!

Kao i sve elektrokemijske metode, voltametrija emelji na Faraday-evim

zakonima koji dovode u vezu prijenos mase i vrijenpgijenosom naboja:

L (1)

gdje jez broj elektrona koji se izmijeni u reakciji,FaFaraday-eva konstanta 1 1znosi

96 487 C mot dokn predstavlja mnoZinu tvari.

2.1.1. Ciklicka voltametrija

Ciklicka voltametrija je modifikacija voltametrije s l@@om promjenom
potencijala. Napon se i kod ciklkie voltametrije mijenja linearno, a razlika je it
Sto se mijenja dvosmjerno, oddatne do odabrane katree vrijednosti i natrag, Sto
na vremenskoj skali daje trokutasti oblik krivypyptencijal-vrijeme $lika 1a). Kao
rezultat promjene napona na elektrodi odvija sktedkemijska reakcija i dolazi do

promjene jakosti struje koja prote kroz elektrodu. Ovisnost struje o potencijalu
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nazivamo cikléki voltamogram, koji ima dvije grane; petnu, anodnu i povratnu,
katodnu Slika 1b).

Efv »

&
Ea Okret I/A

/ Ipa
— Okrel
Start/stop ' /’-ﬁ_—

Nagib, v — /
i ‘.u Eo=E1/2
Eilpot/uon) [« Start L i O e
£/s Evipoi/kon)  Epk| Epa E: EMV

E

Slika 1.Signal a) pobude i b) odziva u ci#tioj voltametriji.
Karakteristéne veltine svakog voltamograma su:
Ep, ki Ep, a— potencijali katodnog i anodnog strujnog vrha,
lp, k1 lp, a— Visine katodnog i anodnog strujnog vrha,
AE, — razlika potencijala strujnih vrhova.

Standardni elektrodni potencijal se atire kao prosjéna vrijednost jedne
polovine razlike potencijala anodnog i katodnogawila te se opisuje izrazom 2.
o _ Epa—Ep x
E° = 2 (2)
Obzirom na méusobni odnos brzina izmjene naboja i difuzije, psE na
elektrodi mozemo podijeliti u tri skupine; irevesdni, reverzibilni i

kvazireverzibilni.
a) Reverzibilan proces

Kod reverzibilnih procesa prijenos naboja je pumbi bd difuzije. Kako je
difuzija sporija, proces je difuzijski kontrolira$to zn&i da struja ovisi samo o
brzini difuzije reaktanta prema povrSini elektrodérzini difuzije produkta od
elektrode prema masi otopine. Na povrsini radnktelde kod svakog potencijala se
uspostavlja ravnotezni omjer koncentracija oksmigace(O) i reduciranogce(R)

oblika redoks sustava. Taj se omjer opisuje Neoustn jednadZzbom:
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ce(0) _ zZ'F . 0
m = exp[ﬁ (E —v-t—EF )] (3)
gdje je: E® — standardni elektrodni potencijal redoks sustava,

E — ravnotezni elektrodni potencijal,
v — brzina promjene potencijala,
R— opta plinska konstanta, koja iznosi 8,314 3 ol ™.

U patetku ne dolazi do elektrodne reakcije i kréeliju protjece samo
osnovna struja, sve dok potencijal radne elektroelelostigne standardni elektrodni
potencijal, Sto na ciktkkom voltamogramu vidimo kao ravan tok krivuljglika 2).
Kako raste potencijal elektrode raste i brzina tetelne reakcije oksidacije i na
voltamogramu nastaje uzlazni dio anodne krivuljead& potencijal dostigne
odreienu vrijednost dolazi do trendtse oksidacijecestica pristiglih difuzijom na
elektrodu i struja dostize maksimalnu vrijednogs, f&rmira anodni strujni vrh. Kako
se iscrpljuje reaktant neposredno uz povrSinu edkt tako se struja postupno

smanjuje.

Proces redukcije ne pmje odmah nakon promjene smjera potencijala, koji
je tada znatno negativniji od standardnog elektogdpotencijala, nego kada se
priblizi toj vrijednosti. Dolazi do redukcije pro#lta nastalog na elektrodi procesom
oksidacije i formira se katodni strujni vrh. Katodstrujni vrh je véi Sto je véa
koncentracija tvari, Sto se viSe elektrona izmjgnjsto je véa povrSina elektrode |
Sto je véa promjena potencijala u jedinici vremena. Daljnjimegativiranjem
potencijala otopina uz povrsinu elektrode se iggppltj, smanjuje se koncentracija
oksidiranog oblika redoks sustava i strujelije postupno opada na vrijednost

osnovne struj€’
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wlse 2ZX285=57mV/z
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v

Slika 2.Cikli¢ki voltamogram za reverzibilni elektrodni proces.

Sve navedeno se matenditimoze opisati Randles-S&k-ovom jednadzbom:

Ip=0,4‘4‘63'Z'F'C'A'<

1/2

Z'F'D'U)
R-T

gdje je: z— broj izmijenjenih elektrona,

F — Faraday-eva konstanta, C ol

c — koncentracija elektroaktivne vrste, molém

A — povrsina elektrode, ¢in

D — difuzijski koeficijent, crAs™,

v — brzina promjene potencijala, Vs

R— opta plinska konstanta;KI™* mol™?,

T — temperatura, K,

Ip — struja vrha vala, A.

(4.

Potencijal vrha katodnog vala je negativniji od gsobrafskog poluvalnog

potencijala elektroaktivne vrste, Sto je pokazaunpadzbom 5.
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R'T
Ep = By —1,109- 5.)

odnosno pri 25 °C:

28,5
Ep=Eyp———m-V (6.)
Isto tako je potencijal vrha anodnog vala pozifivlmd polarografskog
poluvalnog potencijala za 28,5 m¥* iz ¢ega slijedi da razlika potencijala vrha
katodnog i anodnog vala kod reverzibilnih proces®si 57 mVz*, kod 25 °C i ne

ovisi 0 brzini promjene potencijal&lika 2).

Omijer struja vrha vala, tj. odnos visine katodnognodnog vala cikikog
voltamograma, za reverzibilni elektrodni proces,uvfet da su obje vrste redoks
sustava stabilne jg /1, a= 1 i ne ovisi o brzini promjene potencijala. Omgtruje
odziva u bilo kojoj toki vala i drugog korijena brzine promjene potenaijge

konstantan i takier ne ovisi o0 brzini promjene potencijala.

Nacin obrade cikitkog voltamograma i mjerenje visine katodnog i araan

vala pokazan je ndlici 3.

!
+
0 —
E
[,
.T.
f

ok

Slika 3.N&in graficke obrade i mjerenja visine katodnog i anodnog wala

ciklickom voltamogram’
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b) Ireverzibilan proces

Kod ireverzibilnih procesa ne dolazi do povratnoggesa redukcije, pa
cikli¢ki voltamogram pokazuje samo polazni ValiKka 4). Difuzija je brza i reakcija
se odvija pod kontrolom izmjene naboja. Kako j&itaina reakcija spora promjenu
potencijala elektrode ne slijedi promjena omjerandemtracija oksidiranog i

reduciranog oblika u skladu s Nernst-ovom jednadzbo

Kao i kod reverzibilnog procesa omjer struje odaivhilo kojoj taki vala i
drugog korijena brzine promjene potencijala je kantan i ne ovisi 0 brzini
promjene potencijala, ali ovisi o koncentraciji iva kinetickim parametrima
elektrodne reakcije, odnosno standardnoj konstamthe elektrodne reakcijédj i

koeficijentu prijelaza elektronay.

Potencijal vrha vala znatno je pozitivniji od stardhog potencijala sustava.
Kao i struja odziva ovisi o kingékim parametrima, ali i raste s p@amjem brzine
promjene potencijala za 30 m¥* z;*, pri 25 °C, za svako deseterostruko piavee

brzine.

Ifa

2]
——= |

Ll

Eua Elv

Slika 4.Cikli¢ki voltamogram ireverzibilnog procesa.
c) Kvazireverzibilan proces

Kod kvazireverzibilnih procesa brzina izmjene nabojbrzina difuzije su

usporedive, stoga se procesi kod malih brzina peoejpotencijala ponaSaju
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reverzibilno, dok porastom brzine pokazuju odstygant reverzibilnog ponasanja.
Cikli¢ki voltamogram pokazuje i katodni i anodni valika 5).

Struja odziva u kvazireverzibilnoj reakciji ovisi lanetici redoks procesa.
Oblik i visina strujnih vrhova ovise o brzini proeme potencijalav], koeficijentu
prijelaza elektronad), standardnoj konstanti brzine elektrodne reakdif® i o
difuzijskim koeficijentima oksidirane i reducirangste Do, Dgr). Za razliku od
reverzibilnog i ireverzibilnog procesa, vrSna srukvazireverzibilnog vala se

pove&ava s porastom drugog korijena brzine promjenenpgtda.

Razlika izméu potencijala vrha katodnog i anodnog valéavge od razlike
za reverzibilni proces i raste s pdaajem brzine promjene potencijala, jer se

potencijal katodnog vrha vala pafaiprema negativnijim vrijednostima.

ta t K "1Er]rm 5

=001 ems’

! k'=0.001 ems”

Eaa Etv

Slika 5.Cikli¢ki voltamogram kvazireverzibilnog procesa za ratdivrijednosti
standardnih konstanti izmjene nabd{y) (Eoc=0V,co=5mM,v=1V s}
Do=Dgr=10"cnf s ™).
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2.2. Kvarcna kristalna mikrovaga

Kvarcna kristalna mikrovaga (endRuartz Crystal MicrobalanceQCM) je
detektor mase koji ima moguost mjerenja malih promjena mase s osjetljuodo
0,1 ug cni>. Rad QCM se temelji na obrnutom piezoelékinim efektu u kojem
pojava elektdnog polja na piezoelektmom materijalu inducira njegovu

deformaciju(géki piezq gurati).

Piezoelektrini efekt su, 1880. godine, otkrili Jacques i Pigrgie. Utvrdili
su da primjena mehatkiog naprezanja na povrsSinu acefiin materijala rezultira
elektricnim potencijalom uzduz kristala, jednake jakostb kaimijenjena sila. Pod
mehanékim opteréenjem se odvija fizko pomicanje atoma, pa dolazi i do

odgovarajde promjene u dipolnom momentu Sto uzrokuje elékitmaboj.

Otkrice piezoelekttinog efekta je dovelo do obrnute tvrdnje, u kojoj
primjenom napona na takve tvari dolazi do odgowéesy meharikog naprezanja.
Elektricno polje inducira preusmjeravanje dipola u acéntm materijalima, Sto
rezultira pritiskom reSetke i stimom deformacijom. Smjer smicanja i opseg
deformacije ovise o primijenjenom potencijalu. Qldrnpolaritet stvara identno

naprezanje, ali u suprotnom smje8lika 6).

Najzna&ajniji piezoelektréni materijali su kvarc (Sig), Seignett-ova sol,
turmalin, topaz, kost, svila, drvo, te umjetni nigédi poput raznih vrsta keramike,

plastike i kristala.

Atom Atom
silicija kisika

Slika 6.Prikaz obrnutog piezoelektniog efekta u kristalu kvarca. Kristal a) prije

primijenjenog elekttinog polja, b) u elekt&nom polju i ¢) u elekttinom polju s

obrnutim polaritetom.
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Glavni dio kvarcne mikrovage je kvarcni kristal Adza smjeSten iznde
dvije metalne elektrode (Au, Pt) i spojen na osoil&Slika 7).

Slika 7.Standardni QCM senzor, AT-reza. Kristal na degmitfazuje kontaktnu

povrSinu, a na lijevoj strani senzornu povrsinwuatiaktu s plinom ili tekéinom.

Pojam AT-reza odnosi se na orijentaciju kristatbzirom na p&etni kristal.
Orijentacija reza utje na starenje kristala, stabilnost frekvencije, geraturne
karakteristike i druge parametre. AT-kristal pripigen je rezanjem kvarca pod
kutom od 35° 10" u odnosu na kristalografsku xigké 8).

leri ht;llf{g rafska os

Slika 8.Prikaz AT-rezd"

Sauerbrey je, 1965. godine prvi prepoznao mngsti primjene QCM
tehnologije i pokazao kako je promjena mase diekpovezana s promjenom
frekvencije kvarcnog kristalnog rezonatora jednasten jednadzbom :

gdje je: Af — promjena frekvencije, Hz,

10
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Am-— promjena mase, g ¢m

C — faktor osjetljivosti kristala, koji iznosi 56.6 pgm? za 5 MHz
kvarcni kristal AT-reza na sobnoj temperaturi.

Prilikom odrefivanja promjene mase mjeri se promjena rezonantne
frekvencije pa iz jednadzbe 7. proizlazi da porasise uzrokuje smanjenje
rezonantne frekvencije. Treba napomenuti kako ¢mgdzba 7. primjenjiva samo
kada je nanesena masa kruta i jednoliko raspaetiglja mjerenja se provode u

plinovitoj fazi.

QCM se dugo smatrala za detektor mase samo u ghndazi, ali njezina je
primjena proSirena kada su znanstvenici otkrilisganjome moze upravljati i u
kontaktu s tekéinama i viskoznim naslagama. To otleije omoguilo njenu
primjenu u novim podrjima, kao Sto je elektrokemija. U kontaktu s tékom

dolazi do smanjenja frekvencije u ovisnosti o viakosti i gustéi (jednadzba 8.

2/3 ( ML'PL 1/2
o =57 () )
gdje je: Af — promjena frekvencije, Hz,

fo — osnovna frekvencija kvarcnog kristala, Hz,
pL — gustéa tekuine, g cn’,

1. — modul sminosti tekuéine, g cm*s?,

pq— gustda kvarca, koja iznosi 2,648 g ¢

l, — modul sminosti kvarca, koji iznosi 2,947-10g cmi's?.

11
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2.3. Strategije kemijskog umrezavanja

Biosenzori su karakterizirani kao degi koji pretvaraju fizéki ili bioloSki
dogaiaj u mjerljivi elektréni signal. Sastoje se od dva elementarna dijejatlpgog
dijela na kojem se odvija biolosSki datsm i prijenosnog sustava koji posreduje
izmedu bioloSkog dogdaja i mjerljivog signala. Einak biosenzora ovisi 0 njegovoj
sposobnosti imobiliziranja receptora zadrzagajumjihovu prirodnu aktivnost,
dostupnosti receptora ciljanim molekulama u otopirito manjoj nespecifnoj

adsorpciji. To se moZe ostvariti odgovara@jm pripremom senzorske povrsire.

Razlika izméu adsorbiranih i umrezenih molekula je velika i vaa1 pogledu
primjene za potrebe izrade senzora. UmreZene mieledw vezane na povrsSinu s
kojom stvaraju kemijske veze. Ne skidaju se s pogrdlok su adsorbirane molekule
u ravnotezi s otopinom. Biomolekule se ne mogu trelieektno na povrsSinu. Stoga
se prije imobilizacije biomolekula provodi kemijskanodifikacija povrSine.
Modifikacija povrSinecesto ukljguje nekoliko koraka. Strategija se sastoji najprije
od odabira reakcije umreZavanja biomolekula i gotiavanja povrSine tom izboru.
Nakon Sto je odabrana kemijska funkcionalizacijarpme, slijedi vezanje reaktivne
skupine na povrsinu mjerne elektrode. Sama povisenaora predstavlja svojevrsno
ograntenje u raznim izvedbama senzorskih povrSina. ¢mgipovrSine koje se
koriste u senzorske svrhe su de@e anorganske kao silicij, staklo, zlato, ugljik,
grafen itd. Na takvoj anorganskoj povrSini nemavpli&og izbora mogéih
kemijskih reakcija i reagensa za umrezavanje snsigmn molekulama. Sredstva za
povezivanje $lika 2) su ili homodifunkcionalna ako su dvije reaktivskupine
identiéne (glutaraldehid) ili heterodifunkcionalna ako sazlicite. Sredstvo za
vezanje Kkoristi se za funkcionalizaciju povrsSine zla kemijske modifikacije

biomolekula®

12
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Bmmulekl_lla
|. \\ - NH
o 'DH CG’DH

Slika 9.Glavne strategije kemijskog umrezavanja: (1) ineaxeakcija na aktivnu
povrsinu, (2) aktivacija povrSine homodifunkciorniaimpoveznikom, (3) aktivacija

povrsine heterodifunkcionalnim poveznikéth.

Najce&e koriSten n&in za vezanje biomolekula n&rstu podlogu Koristi
reakcije koje ukljdguju primarne amino skupine (-NH Korisnost amina proizlazi iz
njihovog visokog nukleofilnog karaktera i postognjaznih néina za kemijsko
vezanje amina prikladnih za upotrebu u otopina8ika 10 saZzima glavne pravce
vezanja amina. Mnoge reakcijske skupine podlijegakcijama aciliranja koje

dovode do stvaranja peptidne veze.

D
Aldehid Stabilna amidna
G DH, vezra
| _ﬁ» HC=0
Shiffova baza h\ Aktlwrani aster
koja e se reducirati \ .
O Stabilna veza
Izotiocijanat T*cH—C
NNC Epoksid
e Imldnester
iourejshka veza
' fﬁ« C- DCH;;
Imidoamidna veza

Slika 10.Glavne strategije kemijskog umreZavanja putem arskupina®
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2.4. Politiramin

Zbog prisutnosti slobodne amino skupine koja ola&Samobilizaciju
molekularnih vrsta, pri izradi senzora sveXe se primjenjuje elektrokemijska

polimerizacija fenolnih derivata kao $to je tiramin

Tiramin ili 4-(2-aminoetil) fenol je bioloSki amimlerivat tirozina, koji nastaje
prirodno u mnogim namirnicama, posebno u fermembjréarani. Nije opasan, osim
ako se ne uzima u velikim kélhama ili u sl¢ajevima kada su inhibirani normalni
procesi metabolizma. Tiramin se tdko identificira kao svestran monomer za
formiranje nevodljivin polimera i proizvodnju biassora. Postupak i mehanizam
elektropolimerizacije tiramina prikazan je 8#ici 11 Fenolnu skupinu je potrebno
oksidirati kako bi se pokrenula reakcija polimeciga Prvi korak ovog postupka
ukljucuje formiranje radikal-kationa i dimerizacijski @es koji ukljiEuje 2
elektronsku izmjenu uz gubitak 2 protona. Linealaa*ana polimerizacija daje
kratke oligomere s malom provodiias Nakon toga slijedi rast oligomera koji je
karakteriziran formiranjem glatkog filma. Oligomerfanci su povezani putem
reaktivnin mjesta koja su oz¥ena zvjezdicom, kao Sto je prikazano Sl&ci 11
Prisutnost slobodnih amino skupina na lancu polBmemogiéuje kovalentno

vezanje putem formiranja peptidne véZe.
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Slika 11.Mehanizam polimerizacije tiramif4.

U sluitajevima kada su nevodljivi polimeri, kao Sto jeip@min, koriSteni za
izradu biosenzora, proizvedeni su osjetljivi biagan s brzim odzivom, zbog
samoogrardavajuteg rasta nastalin polimera. Takvo ponaSanje je atilog
formiranje tanjeg filma sdinkovitijom difuzijom. Nevodljivi polimeri takder imaju
dodatnu prednost jer su selektivni i mogu spitjeonetiS¢enje povrsine elektrode.
Nadalje, debljina nevodljivog sloja je ébb 10-100 nm te omogdava brzu difuziju
supstrata na elektrodu i od elektrode. To dakautjee na linearni odziv u Sirokom

rasponu koncentracije te utgena osjetljivost biosenzora.
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Tiramin
OH

anodna
oksidacija

(CH2)-NH,

Politiramin

i

]

(CH2)-NH;

Slika 12.Sloj politiramina sa slobodnim amino skupinama gbgm za daljnju

funkcionalizaciju"”!
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2.5. Nikal

Zn&taj nikla za Zivi svijet je otkriven tek sredinonogltog stoljéa. Wacker i
Valle su 1959. godine otkrili nikal u sastavu nukékih kiselina, poglavito
ribonukleinske kiseline (RNK). Prije toga je nikpfomatran samo kao tokan
element. Kako je relativno nedavno otkrivena, vatmokla u ljudskom organizmu
je i dalje malo poznata. JoS nije definirana uladda u nukleinskim kiselinama, ali

se smatra kako ima strukturni utjecaj na protemepane s nukleinskim kiselinama.

Blakeley i Zerner su 1975. godine otkrili da enzimeaza sadrzi nikal u
svojoj strukturi. Danas su osim ureaze poznatirankoji sadrze nikal hidrogenaza,
metil koenzim M reduktaza, CO-dehidrogenaza, Niesaksid dismutaza,

glioksalaza i cis-trans izomeraZh.

U ljudskom tijelu se nalazi oko 10 mg nikla. Najvedio nikla se nalazi u
bubrezima, kostima i tiroidnoj Zlijezdi. U krvnojgzmi se veZe na proteine i amino
kiseline koji ga transportiraju i raspdrgu u tijelu. U véim kolicinama svi niklovi
spojevi smatraju se kancerogenim, a kod ljudi gsjgt na nikal mogu izazvati
alergijsku reakciju. S druge strane nedovoljna dpskniklom moZe narusSiti

strukturu i ulogu statihe membrane i prekinuti metabolizam Zelj€2a.

17



SasSa Marcinek Qb dio Zavrsni rad

2.6. Bakar

Bakar je esencijalan metal za sve zive vrste kada pastavu enzima. U
ljudskom tijelu ga, prema Cartwrightu i Wintrobu anprosjéno 80 mg, te je tako
trec¢i element po zastupljenosti, nakon Zeljeza i cirtkacijenjeno je kako se tiea
bakra nalazi u mozgu i jetri, ti@a u misénom tkivu, a ostatak je raspodijeljen

drugim tkivima.

Vazna je komponenta mnogih enzima u organizmuigogju veliku ulogu u
stvaranju energije u stanici. Taler se nalazi u enzimu bakar-cink superoksid
dismutazi (Cu/Zn SOD) koji sluzi kao antioksidamsiajan za duvanje organizma
od oStéenja nastalog djelovanjem slobodnih radikala. Ocange prikladnog odnosa
bakra i cinka je veoma vazno za normalno funkcamje organizma. Pored toga,
enzimi koji su odgovorni za stvaranje vezivnih pioa tkiva (kolagen i elastin) i
enzimi odgovorni za stvaranje melanina (prirodnagr@nta koji se nalazi u kosi i
koZzi) zahtijevaju bakar. Bakar je taler ukljuicen u metabolizam masti i kolesterola,

kao i normalnog funkcioniranja inzulina, koji regalmetabolizam gera™

Za ljude su topljivi bakreni spojevi slabo otrovalj su zato ioni bakra vrlo
snazni otrovi za nize organizme, posebno za bgtagijivice, alge, kukce i druge
biljne nametnike. To je definiralo veliku upotrebpojeva bakra kao fungicida. U
ljudskom organizmu poreniaji u metabolizmu i mehanizmu izlwanja bakra mogu
dovesti do skupa simptoma poznatih kao Wilson-oMadi (metabodki poremeéaj

koji je obiljezen akumulacijom bakra u nekim orgaaj prije svega u jetri i mozgu).
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2.7. Nitrilotrioctena kiselina

Kompleksi metalnih iona s organskim ligandima imag@ma vazno mjesto u
razlicitim podrwtjima danasnje znanosti. Te organske molekuled@akeadrze razne
nemetalne elemente, kao Sto su kisik, dusik, sumpasfor, koje se mogu svojim

elektronskim parom kovalentno vezati na metal.

Takve komplekse su Morgan i Drew nazvali kelatirdasustini kelati su
kompleksi liganada s metalnim ionom. Ligandi se aiskim atomima veZu na
centralni metalni ion kovalentnim vezama. Najpogngtrimjer je hemoglobin.
Zahvaljujiei svojoj prstenastoj strukturi glavno obiljezje im velika analittka i
komercijalna primjena. StoviSe stabilnost im jenekoliko redova vetine veéa od
ostalih kompleksa, zahvaljuyju ne samo kelathom vei entropijskom efektu.
Nitrilotrioctena kiselina (NTA) je nakon etilendiametraoctene kiseline (EDTA)

nage&i reagens za kelatiranje.

Nitrilotrioctena kiselina (englNitrilotriacetic acid) ili skraceno NTA je
tetradentantni ligand empirijske formuleHENOsg (Slika 13). Koordinacijski broj
NTA je 4. Negativni ion NTA okruZi metalni ion uspostavljajuikoordinatne veze

sa sva&etiri koordinacijska mjesta, tri na kisikovom i jemlna dusikovom atomu.

0O
OH
HO N
‘>:0
O HO

Slika 13Struktura nitrilotrioctene kiseline.

U nedisociranom obliku NTA je bezbojna krutina ulikip prizmatskih ili
igli¢astih kristaléa. U vodenoj otopini disocira u tri stupnja i poaegnjem pH u
otopini mogu biti prisutni raztiti ionski oblici. Od njih je jedan potpuno disaain,
dok su X, vrijednosti ostalih redom 1,66, 2,95 te 10,28.skmn vrste nastale

disocijacijom u drugom stupnju su dominantne vrateprirodnim vodama pri
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pH = 3-10. Blika 14) Topljivost u vodi pri 22,5°C iznosi 1,28 mg mLa pH
zastene otopine je 2,3?

ionske vrste uvodi pri 25
100 5

30 ‘\\ /f
— H:NTA
30 \ — HzNTA- /

‘\ HNTAZ /
1] — WTA

udio, %

£ B
L1

D

L]

]

Slika 14.Podaci prikazuju idealnu otopinu NTA u vodi, beisptnih metald™

U okoliSu se nalazi primarno kao rezultat ispu&astpadnih voda u obliku
metalnih kompleksa. Za razliku od EDTA lako se radgje i kod obrade otpadnih
voda se moze skoro u potpunosti ukloniti. Raspa&dpreenstveno mikrobioloSkim
mehanizmom u masenoj koncentraciji od 1 do 100 figuremenu od 31 s&f, a u

odreienim uvjetima se raspada fotokemijskim i kemijskewakcijama.

Zbog svoje sposobnosti kompleksiranja NTAcesto koristi u deterdzentima
za zamjenu natrijevih i kalijevih trifosfata. Konelsiranjem kalcijevih i
magnezijevih iona poboljSava k@ranja. U nekim zemljama je zabranjena ova
primjena zbog njenog doprinosa eutrofikaciji. U dedtoriju se koristi kod
kompleksiometrijskih titracija. U velikoj mjeri skoristi i kod tretmana napojne
bojlerske vode, jer spava nastajanje kamenca. Manje se koristi u proizyod
tekstila, papira i celuloze, u procesima rafiniearga uklanjanje sumporovodika iz
prirodnog plina, kod obrade polimera, te za izgiadi prociS¢éavanje proteina.

Takader se preporta za lij@enje trovanja manganom i kod trovanja Zeljezom.
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2.8.Albumin iz humanog seruma (HSA

Albumin iz humanog serun je jedan od najduze poznatih i vjerojatnovise
istrazen od svih proteina. Neka njegova fizioloS&eojstva su poznata
Hipokratovog vremena, imenovan je i po prvi putydeoan prije skoro dva stofja,

a prvi put kristaliziran 1989. godir

Stvarase u jetri i najvéim dijelom se nalazi u krvnoj plazmi (40 do gL™).
Molarna masa HSA iznosi 65 do 70 kDa. Zbog svojeiwee ne prolazi kroz W@nu
kapilarnih pora, tako da ostaje u plazmi i vezeekole vode. Njegov poluzivot
15 do 20 dana, azgradnjom se oslodaju aminokiseline, koje se mogu koristit

raznimmetabolittkim procesima stanic*¥

Primarna sekvenca HSA je pojedina polipeptidni lanac s 5¢
aminokiselinatvrsto omotanih u tri homologne domene koje se gpajanolekulu L
obliku srca, poméu 17 pari disulfidnih mostova, dok jedan cisteitages slobodal
(Slika 15). Unat@ mnogim istrazivanjima, uklguju¢i hidrodinamiku, difrakciji
X-zrakama, elektronsku mikroskopiju, te strukturnedwidanje, trodimenzionaln

struktura HSAje ostala premalo pozné'®

Slika 15Struktura albumina.

Vazna uloga albumina je regulacija volumena krvizagstanjem onkotsko
tlaka, poznatog kao osmotski t Sudjeluje i u odrzavanju stalne pH vrijednosti
tj. funkcionira kao pufer krvi. Kod pH vrijednosti 730 je i pH vrijednost vensk
krvi, albumin se nalazi u obliku aniona sa vise260 negativnih naboja po molekt

Upravo zbog tog velikog broja disociranih grupa alekuli ima veliki kapacitet z
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vezanje drugih liganada, a posebno pozitivnih id@ Sto su kalcij, bakar i nikal.
Metali razlcito utjecu na strukturu proteina 1 pridonose ukupnoj strohkbi

stabilnosti. Mdutim, albumin veZe i nepolarne molekule, kao Stansisne kiseline,
nekonjugirani bilirubin, zatim lijekovi i hormonitiroksin, tironin, Kortizol, te

aldosteron i transportira ih putem Krvi.

U ljudskom tijelu moze do do poreméaja u koncentraciji albumina.
Genetski poremaji, kao Sto je analbuminemija su jako rijetki, aato do
smanjene koncentracije albumina, hipoalbuminemijeze déi zbog smanjenog
stvaranja ili prevelike razgradnje albumina. R@res koncentraciju albumina,

hiperalbuminemiju, moze izazvati dehidracija.

Duze vrijeme je poznato da se proteini ljudske ka® Sto je hemoglobin i
albumin iz humanog seruma mogu podvrgnuti sporegmamskoj glikozilaciji,
uglavnom formiranjem Schiff-ove baze izéoee-amino skupina lizina i molekule
glukoze u krvi, Sto se naziva Maillard reakcija.aOeakcija moze biti inhibirana u
prisutnosti antioksidansa. Glikozilacija ima potgaiada mijenja bioloSku strukturu i
funkciju albumina iz humanog seruma. PoviSeni gllkamin se opaza kod & ne

bolesti*®!
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije
* Perklorna kiselina, 70%, HClOMerck d.o.o.,
« Kalijev heksacianoferat(ll) 3 hidrat,sfce(CN)] x 3H,O,Kemika d.d.,
« Kalijev heksacianoferat(lll), ¥ Fe(CN)], Merck d.o.o.,
« Kalijev klorid, KCI, Kemika d.d.,
* Tiramin hidroklorid, min. 98%, Sigma Aldrich,
* Natrijev hidroksid, NaOH, Kemika d.d.,
« Glutaraldehid, GA, ot. 25%,850,, Sigma Aldrich,
* Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat NaRO, x 2H,0, Kemika d.d.,
* Natrijev hidrogenfosfat dihidrat NaHR® 2H,0, Kemika d.d.,
* Bis (karboksimetil) — L — lizin — hidrat, NTA, Flak
« Natrijev borov hidrid, NaBk]
 Bakrov sulfat pentahidrat, Cug® 5H,0, Sigma Aldrich,
* Niklov klorid heksahidrat, NiGIx 6H,O, Alkaloid Skopje,
* Hepes natrijeva sol, Sigma Aldrich,
« Boratni pufer, NgB,O;, podeSen s HN{na pH = 7,00,
* Albumin iz humanog seruma, HSA, Sigma Aldrich.

Sve otopine su pripremljene pri sobnoj temperatotapanjem krutine ili

razrjelivanjem u dvostruko deioniziranoj vodi, osim akgerdrug&ije navedeno.
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3.2. Instrumentacija
Karakterizacija i modificiranje su provedenisigdeim instrumentima:

» Polarograf/striping voltametar model 264A (R&3inceton Applied Researth

povezan poméu ecoder (Edaq, Australija) na osobnéursalo

» Potenciostat/galvanostat model 263A (R&3inceton Applied Researthu
kombinaciji s detektorom odziva frekvencije mod@lRP1025 ( PAR, USA)

« Kvarcna mikrovaga (Quartz Crystal Microbalance BigiControler) model
QCM200 (SRS -Stanford Research Systgms

Za obradu eksperimentalnih podataka koriSteni sagnami eDAQ chart

verzija v.5.5.5, PowerSuite i OriginPro 8.1.

Mijerenja su provedena u troelektrodnoj elektrokskaj ¢eliji, gdje je kao
radna elektroda koriStena zlatna disk elektrodakvarcna kristalna elektroda
oslojena zlatom, uz protuelektrodu od platine i Agg}l|3 M KCI referentnu

elektrodu.
3.3. Priprema otopina

3.3.1. Priprema otopina za karakterizaciju zlatne IAUQC elektrode

Vodena otopina HCIg) koncentracije 0,01 M pripremljena je ragipganjem
100 pL vodene otopine HClOkoncentracije 1 M do volumena od 10 mL.

Otopina rabljena za elektrokemijsku karakterizapipwrSine elektrode prije i
nakon oslojavanja pripremljena je dodavanjem 0,868 vodene otopine KCI,
koncentracije 0,1 M i po 1 mL otopinaske(CN)] i K3[Fe(CN)], koncentracija
10 mM.

Otopina kalijevog heksacianoferata(ll), koncenjg@d0 mM pripremljena je
vaganjem 0,0422 g #Fe(CN)]x3H.0, te otapanjem u deaeriranoj, dvostruko
deioniziranoj vodi u tikvici od 10 mL.

Otopina kalijevog heksacianoferata(lll), koncenijed&0 mM pripremljena je

otapanjem 0,0329 g¥Fe(CN)] u odmjernoj tikvici volumena 10 mL.
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3.3.2. Priprema otopine tiramina

0,1 M tiramin pripremljen je vaganjem 0,1736 g rma hidroklorida i
otapanjeml1l M NaOH u odmjernoj tikvici od 10 mL.

Vodena otopina NaOH, koncentracije 1 M pripremljgaarazrjelivanjem
2 mL vodene otopine NaOH, koncentracije 5 M u oanmggtikvici od 10 mL.

3.3.3. Priprema otopina za funkcionalizaciju AuQC &ktrode

Otopina NTA, koncentracije 0,05 M pripremljena jeamanjem 0,0700 g

bis (karboksimetil) — L — lizin — hidrata u odmjejriikvici volumena 5 mL.

Otopina natrijevog borovog hidrida koncentracij®40 M pripremljena je

otapanjem 0,0080 g NaBHI odmjernoj tikvici volumena 5 mL.

Otopina bakrovih iona, koncentracije 0,2 M priprEsmé je otapanjem
0,4994 g CuS@x 5H,0 u odmjernoj tikvici volumena 0,01 dm

Otopina niklovih iona, koncentracije 0,2 M pripréemla je otapanjem
0,4754 g NiC} x 6H,0 u odmjernoj tikvici volumena 10 mL.

3.3.4. Priprema otopine HSA

Otopina HSA, koncentracije 0,05 mM pripremljenaofapanjem 0,0038 g
HSA u 1l mL 0,5 M Hepes pufera, pH = 8,60.

Otopina HSA, koncentracije 1 mM pripremljena jepatajem 0,0670 g HSA
ul mL 0,5 M Hepes pufera, pH = 8,60.
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3.4. Opis mjerenja

3.4.1. Priprema povrsine zlatne elektrode

1. Mehantka obrada zlatne elektroded£1mm) provedena je poliranjem
aluminijevim oksidom promjer&estica 0,3um i silicijevim karbidom promjera
¢estica 10,5 i 15 um, nakamga je elektroda isprana u demineraliziranoj vodi

primjenom ultrazvane kupelji.

2. Kemijski, uranjanjem u otopinu 3 mL koncentrirangS8y i 1 mL koncentrirane

H.O, (piranhaotopina).

3. Elektrokemijski, cikliziranjem u 0,1 M HCIgu rasponu potencijala od 0,0 do

1,5 V s brzinom promjene potencijala 50 m¥/ s

3.4.2. Karakterizacija povrSine zlatne elektrode

Cikli¢ki voltamogram zlatne elektrode snimljeni su u asp potencijala od
0,2 do 0,7 V razéitim brzinama promjene potencijala. Mjerenja suveaena u
vodenoj otopini KCI koja je sadrzavala i 1 mM [F&)G* i 1 mM [Fe(CN)}]*.

Elektrokemijska impedancijska spektroskopija prared u rasponu
frekvencija od 100 kHz do 100 mHz u 0,08 M vodembppini KCI koja je
sadrzavala i 1 mM [Fe(Chlf" i 1 mM [Fe(CN)]*. Prilikom mjerenja primijenjena
je amplituda pobudnog signala u iznosu + 5 mV, @@atencijal od 200 mV.

3.4.3. Oslojavanje zlatne elektrode politiraminom

Oslojavanje zlatne elektrode politiraminom provemlefe ciklickom
voltametrijom. Mjerenja su provedena u 1 M alkalrmappini (NaOH) koja je
sadrzavala i 0,1 M tiramina. Cikliziranje je izvetdeu rasponu potencijala od 0 do

0,8 V brzinom promjene potencijala 50 mV. s

3.4.4. Karakterizacija povrSine zlatne elektrode dsjene politiraminom

Za karakterizaciju oslojene povrSine zlatne eleddrasnimljen je cikkki

voltamogram u rasponu potencijala od 0 do 0,6 \\nbra promjene potencijala od
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50 mV s'. Snimanje je izvedeno u 0,08 M vodenoj otopini K®@|a je sadrzavala
1 mM [Fe(CN}]*i 1 mM [Fe(CN))*.

34.5. Oslojavanje politiraminom i funkcionalizacija zlatne kvarcne kristalne

elektrode

Nakon oslojavanja politiraminom slijedi vezanje tghaldehida i amino
skupine politiramina. Postupak vezanja izvodi sanjanjem oslojene elektrode u
otopinu glutaraldehida pripremljenog u 0,1 M fostah puferu (fp), pH = 7,00,
[V(GA)/V(fp) = 1/4] u trajanju od 2 sata.

Otopina NTA, koncentracije 0,05 M je pripremljentamanjem 0,0700 g
bis (karboksimetil) — L — lizin — hidrata u odmjeirikvici volumena 5 mL.

Vezanje NTA na povrSinu Au/politiramin/GA elektrodizvedeno je

uranjanjem u otopinu NTA u trajanju od 24 sata.

Redukcija dvostruke CN veze izvedena je pém0,04 M otopine natrijevog
borovog hidrida pripremljene otapanjem 0,0080 g NaBi odmjernoj tikvici

volumena 5 mL.

3.4.6. Modifikacija AuQC/politiramin/glutaraldehid elektrode CU/** ionima

AuQC elektroda uronjena je ul mL boratnog pufetd, 37,00 te je dodano
25 uL 0,2 M otopine bakrovih iona. Nakon vezanj&rbat = 5 min) elektroda je
isprana deioniziranom vodom. Tako je izvedeno fuoaliziranje AuQC elektrode
NTA-Cu kompleksom.

3.4.7. Modifikacija AuQC/politiramin/glutaraldehid elektrode N* ionima

AuQC elektroda uronjena je u 1 mL boratnog pufetd,= 7,00 te je dodano
25 uL 0,2 M otopine niklovih iona. Nakon vezanj&lai (t =5 min) elektroda je
isprana deioniziranom vodom. Tako je izvedeno fimkaliziranje AuQC elektrode
NTA-Ni kompleksom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Karakterizacija povrSine zlatne elektrode

Na Slici 16 prikazan je ciklki voltamogram zlatne elektrode u 0,1 M otopini
perklorne kiseline (HCIg). Voltamogram je snimljen brzinom promjene potgiai
od 50 mV &. Vidljivi su karakteristini oksidacijski i redukcijski valovi zlata.
Karakteristtan val koji je vidljiv pri potencijalu od 0,68 V gdvara redukciji
monosloja zlatnog oksida. Bugéluda je koltina naboja za redukciju monosloja
zlatnog oksida poznata i iznosi 482 uC%rimtegriranjem redukcijskog vala odredili
smo ukupnu koliina naboja utroSenog za redukciju. Glinea je ukupna kalina
naboja snimljene elektrode u iznosu od 10,6 pC ¢riz toga mozemo iztanati
stvarnu povrsSinu zlatne elektrode.

_ 10,6 uCcm™2
" 482 pC cm-2

1 cm? = 0,0207 cm? 9)

Iz poznate geometrijske povrsine elektrode od BB0Fnf izratunali smo faktor
hrapavosti koji iznosi 2,64.

I/uA

0,0 0,5 1,0 1,5
E/V

Slika 16.Ciklicki voltamogram Au elektrode snimljen u 0,1 M HGI®ao
referentna elektroda uporabljena je Ag|AgCI|3 M k@ktroda. Voltamogram je

snimljen brzinom promjene potencijala od 50 m¥ s
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Slika 17 pokazuje cikitke voltamograme Au elektrode snimljene u 0,08 M
vodenoj otopini KCl koja sadrzi 1 mM [Fe(Cifi 1 mM [Fe(CN)*.
Voltamogrami su snimljeni razitim brzinama promjene potencijala: 2, 5, 10, 20, 5
i 100 mV §' u intervalu potencijala od —0,2 do 0,7 V. Na s]ividljivo kako s
porastom brzine potencijala raste visina katodnagddnog strujnog vrha. Tader
se potencijal katodnog strujnog vrha péenprema negativnijim vrijednostima, a
raste i razlika potencijala strujnih vrhova. Rbci 18 MozZemo vidjeti kako se vrSna
struja oksidacijskog vala linearno pdéaea porastom drugog korijena brzine

promjene potencijala, 5to je dokaz da je difuzgatkolirajuti mehanizam.

1luA
o

Slika 17.Cikli¢ki voltamogrami Au elektrode snimljeni u 0,08 M \atbj otopini

KCl koja sadrzi 1 mM [Fe(CN)*i 1 mM [Fe(CN}]*". Kao referentna elektroda

uporabljena je Ag|AgCI|3 M KCI elektroda. Voltamagr su snimljeni brzinom
promjene potencijala od: 2 (1); 5 (2); 10 (3); 2], 60 (5) i 100 mV 3 (6).
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2

Slika 18.0visnost vrsne struje oksidacijskog vala &kih voltamograma Au
elektrode o drugom korijenu brzine promjene poteatei Ciklicki voltamogrami

snimljeni su primjenom istih eksperimentalnih paesana kao i n&lici 17.

Na Slici 18 prikazana je linearna ovisnost vrSne struje aajadkog vala
cikli¢kih voltamograma Au elektrode o drugom korijenuitezpromjene potencijala
(Ip = — 0,0547 + 0,364¢"?). Linearnost je potdena iznoson’ tj. sume kvadrata
odstupanja koji iznosi 0,99969.

4.2. Oslojavanje zlatne elektrode politiraminom

Slika 19 prikazuje oslojavanje zlatne elektrode politiraor ciklickom
voltametrijom iz otopine koja sadrzi 1 M NaOH i QM tiramina. Cikliziranje je
provedeno brzinom promjene potencijala od 50 nfVkako ne dolazi do redukcije
nastalog sloja politramina, ovaj proces je potpummeverzibilan i ciklgki
voltamogram pokazuje samo anodni val. Oksidacijarge pri potencijalu od 0,25 V
i dostize maksimum struje pri 0,4 V. Kako rastejlriklusa opada propusnost
elektrode zbog e kolicine politiramina pohranjenog na elektrodi, stogéadiodo
znatnog opadanja struje. Nagv@ad struje je nakon prvog ciklusadega je vidljivo

da je najvéa koli¢ina politiramina nastala u prvom ciklusu.
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150-

100- 3

I/uA

50

0,0 0,2 0,4 0,6 0.8

E/V

Slika. 19.Cikli¢ki voltamogrami (ciklusi od 1 do 3) Au elektroddrsijeni u otopini
1 M NaOH i 0,1 M tiramina. Kao referentna elektrageorabljena je Ag|AgCI|3 M
KCI elektroda. Voltamogrami su snimljeni uz brzipromjene potencijala od
50 mV s,

4.3. Karakterizacija povrSine zlatne elektrode osl@ne politiraminom

Slika 20.prikazuje usporedbu cikkog voltamograma same zlatne elektrode
i elektrode oslojene politiraminom. Voltamogrami snimljeni u 0,08 M vodenoj
otopini KCI koja sadrzi 1 mM [Fe(CN])'i 1 mM [Fe(CN)}]® brzinom promjene
potencijala od 50 mV's Ciklicki voltamogram elektrode oslojene politiraminom
pokazuje znatno smanjenje struje, Sto je dokazaluassloja politiraminaSlika 21
prikazuje Nyquistov prikaz elektrokemijske impedgie spektroskopije (EIS) za
mjerenja provedena u rasponu frekvencija od 100 ¢#1200 mHz u istoj otopini. 1z
nje, isto tako mozemo primijetiti znatno&etpor prijenosu naboja kod elektrode

oslojene politiraminom.
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Slika 20.Cikli¢ki voltamogram Au () i Au/pTyr (- - - ) elektrode snimljeni su u
0,08 M vodenoj otopini KCI koja sadrzi 1 mM [Fe(GN)i 1 mM [Fe(CN)]*". Kao
referentna elektroda uporabljena je Ag|AgCl|3 M ke@ktroda. Cikliziranje

provedeno brzinom promjene potencijala 50 MV s

150
100 ’
G l /
= ’
e /
'\|‘ 4
50 ,
o] /
0 50 100 150 200 250 300
Z./ ko

Slika 21Elektrokemijska impedancijska spektroskopija (Nygjow prikaz) prikazuje

mjerenja provedenih u rasponu frekvencija od 100 &bl 100 mHz s Aul{() i

Au/pTyr (- - - ) elektrodom. Mjerenja su izvedenf,08 M vodenoj otopini KCI
koja sadrzi 1 mM [Fe(CN)*i 1 mM [Fe(CN}]*". Prilikom mjerenja primijenjena je

amplituda pobudnog signala u iznosu £ 5 mV, pri @encijalu od 200 mV.
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4.4. Oslojavanje politiraminom kvarcne kristalne ekktrode oslojene zlatom

Slika 22.prikazuje oslojavanje kvarcne kristalne elektréfleQCE) na kojoj
su provedena daljnja mjerenja. Kao i kod zlatnek dedektrode oslojavanje
politiraminom provedeno je ciklkom voltametrijom u otopini 1 M NaOH i 0,1 M
tiramina brzinom promjene potencijala od 50 m¥ Brikazani su ciklusi od 1 do 10.
Ponovno je vidljivo kako je naj¢e pad struje nakon prvog ciklusa, nakéega se
formira sve maniji sloj politiramina. Isto tako 1&ici 23 mozZemo vidjeti kako se
frekvencija titranja AuQC elektrode smanjuje nast@m sloja politiramina izega
se moze izraunati i masa nastalog sloja u svakom ciklu&liké 24) primjenom

jednadzbe 7.

2,0
1,5
1,0
E 1
S 0,5
2
0.0 3-10
'0,5 T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
av

Slika. 22.Cikli¢ki voltamogrami (ciklusi od 1 do 10) snimljeni niatom oslojenom
kvarcnom kristalu u 1 M NaOH i 0,1 M tiramina. Keeferentna elektroda
uporabljena je Ag|AgCI|3 M KCI elektroda. Ciklizina je provedeno brzinom

promjene potencijala od 50 m*.s
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Slika. 23.Promjena frekvencije titranja zlatom oslojene kwar kristalne elektrode
prilikom snimanja 10 ciklusa ciklkom voltametrijom u1 M NaOH i 0,1 M

tiraminu. Eksperimentalni parametri su idéntiparametrima n&lici 22

Amipg cm’

0 2 4 6 8 10
broj ciklusa

Slika. 24.Promjena mase uslijed elektropolimerizacije tinaanma zlatom oslojenom

kvarcnom kristalu. Eksperimentalni parametri suntdai parametrima n&lici 23
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4.5. Funkcionalizacija AuQC elektrode

Kako bi vezali NTA na AuQC elektrodu modificiranuoliraminom
potrebno je stvoriti peptidnu vezu, reakcijom amis&upine politiramina i
glutaraldehida. Funkcionalizacija amino skupine pém aldehida odvija se
formiranjem Schiff-ove baze (imino skupine). Kakioddrzali imobilizaciju, imino
skupina se mora reducirati u stabilan sekundarmn grmmau borovog hidrida. Ova
reakcija, takder deaktivira preostale neizreagirane aldehidnegiskuu alkoholne
skupine koje ne uzrokuju nespeéifu imobilizaciju. Sve navedeno je shematski

prikazano n&lici 25

—_—
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Slika 25.1) Reakcija aldehida i amino skupine i 2) péatstabilizacija kemijskom

redukcijom!®

Porast mase AuQC elektrode prilikom vezanja glidetdda prikazana je na

Slici 26, a prilikom vezanja NTA n8lici 27.

3,04
2,51
2,0
1,54

1,04

Amipg cm?

0,54

0,04

‘0,5 T T T T T T T T T T T T

#min

Slika. 26.Promjena mase uslijed vezanja glutaraldehida r@@&elektrodu
prethodno oslojenu politiraminom.
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Slika. 27.Promjena mase uslijed vezanja NTA glutaraldehid@uQC elektrodu
prethodno oslojenu politiraminom.

Naslici 26. zamjéuje se poetan porast mase uslijed vezanja glutaraldehida.
Medutim, ve& nakon 20 minuta ne dolazi do daljnjeg péaga mase Sto upuje na
zavrSetak kemijske reakcije odnosno da su aminpis&upolitiramina izreagirale s

aldehidom.

Na slici 27 se isto tako zamfeje paetan porast mase uslijed vezanja NTA.
NTA pokazuje usporenje u porastu mase nakon 35 tminkiasnije zasenje
povrSine molekulama NTA moze se pripisati razlicivelicini molekule NTA i

glutaraldehida.

4.6. Vezanje HSA na funkcionaliziranu AuQC elektroai

Imobilizirana NTA je prikladna za kompleksiranje tal@ih iona
koordinacijskog broj Sest, buéiuda su tada dvije valencije dostupne za reverzibil
vezanje biopolimera. Takav metalni kompleks je paose pogodan za vezanje
proteina ozn&nih histidinom. Metalni ioni koji dolaze s funka@ne povrSine

formiraju oktaedarski koordiniran kompleks sa $igsinada Elika 28).
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NTA-m(Il)

Slika 28.Shema kompleksiranja Nii imobilizirane NTA.

Imobilizacija HSA je provedena vezanjenfNi Cu” " iona na povrsinu. Prije

vezanja HSA otopini je dodan boratni pufer pH =07,0

Na Slici 29.1 30. mozemo vidjeti promjenu frekvencije titranja AuQCE
prilikom vezanja HSA na kompleks NTA-Cu. Frekveacge smanjuje Sto ztiada
masa na elektrodi raste. N&lici 29 Prikazana je promjena prilikom dodavanja

redom: 10, 10, 10, 10, 20, 20, A0 otopine HSA u 1 mL pufera, a r&ici 3Q 2, 2,
2,2,4,14uL otopine HSA u 1 mL puferag(HSA) = 1 mM.

-50 1

-100-

flHz

-150-

t/min

Slika 29.Promjena frekvencije uslijed vezanja HSA na madiinu AuQC
elektrodu funkcionaliziranu s Glvezanim na sloj NTA. U 1 mL otopine 0,01 M
boratnog pufera pH = 7,00 dodavano je redom: 101@010, 20, 20, 20L 1 mM

otopine HSA.
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Na Slici 29 uatava se smanjenje frekvencije uzastopnim dodavanjepine
HSA i to dodacima od 1QL otopine HSA iste koncentracije. Matim, vet nakon
cetvrtog dodatka zapaza se &mao manja promjena frekvencije koja dpje na
prestanak kompleksnog vezanja HSA. Dakle, povrfgnaastena analitom. Radi

toga je eksperiment ponovljen dodacima otopina &#puta manjeg volumena.

-20-
-40-

-60

flHz

-804
-100+

-120+

'140 T T T T T T 1
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Slika 30.Promjena frekvencije uslijed vezanja HSA na madiinu AuQC
elektrodu funkcionaliziranu s Glvezanim na sloj NTA. U 1 mL otopine 0,01 M
boratnog pufera pH = 7,00 dodavano je redom: 2, 2, 4, i 4uL 1 mM otopine

HSA.

Primjetuje se smanjenje frekvencije u otopini HSA pet putenje
koncentracije, m#utim vet nakon petog dodatka povrSina senzora jeceaasi
analitom te se odziv ne mijenja. Z&etivati je bilo dace se méi dodati vei broj
dodataka s obzirom na ponaSanje elektrod8lita29 Budwi da se to nije dogodilo
mozemo pretpostaviti da je jedan dio HSA ostao wema povrSini odnosno da

dekompleksiranje otopinom perklorne kiseline nije pbrovedeno u potpunosti.

Na Slici 31 prikazana je promjena frekvencije titranja AuQe&k&ode
prilikom pokuSaja vezanja HSA na kompleks NTA-Nodavano je pet alikvota od
10 pL 0,05 mM otopine HSA. Mozemo vidjeti kako frekv@actitranja raste,
suprotno nasSim @kivanjima, Sto zna da se masa na elektrodi smanjuje. To se
moze objasniti stvaranjem ¢eg kompleksa niklovih iona s HSA nego s NTA.

Niklovi ioni stvaraju komplekse s HSA, napusStajekttodu i prelaze u otopinu.
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Time se povéava frekvencija titranja elektrode zbog smanjeno@senog

opteréenja.
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Slika 31.Promjena frekvencije uslijed vezanja HSA na mediinu AuQCE
funkcionaliziranu s Ni* vezanim na sloj NTA. U 1 mL otopine 0,01 M boratnog

pufera pH = 7,00 dodavano je pet alikvota odqulL®,05 mM otopine HSA.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu pokazano je oslojavanje zlatne elektrgalitiraminom.
Prisutnost slobodnih amino skupina na lancu pahtina omogéuje kovalentno
vezanje formiranjem peptidne veze. Peptidna veztonairana reakcijom amino
skupine i glutaraldehida i na tajdma je omogudena specitina imobilizacija NTA.
Stvaranjem metalnog kompleksa NTA-Cu mégye imobilizacija HSA, dok je
konstanta ravnoteZze kompleksa NTA-Ni manja od HSAZWog cega je vezanje
HSA na NTA-Ni kompleks bilo neuspjesno.

Dokaz nastalog politiramina je pad struje na odamnvoltamogramu, jer
nastali sloj usporava brzinu difuzije redoks pam atopine do elektrode.
Polimerizacija tiramina koja se odvija oksidacijoi@nolne skupine je potpuno
ireverzibilan proces, Sto na cikiom voltamogramu vidimo kao anodni val.
Prednost politiramina kod izrade senzora proizlggavo iz navedene irevrzibilnosti
I njegove neprovodnosti.

Promjena mase prilikom modifikacije i funkcionalfa elektrode, te

analitckog odreivanja HSA promatrana je por&wokvarcne kristalne mikrovage.
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6. SIMBOLI

n— mnozina tvari, mol

Q — elektréni naboj, C

z— broj elektrona koji se izmjenjuju u redoks re@kci

F — Faradayeva konstanta, F = 9,64853399(24)c1@ol*

E — elektrodni potencijal, V

E° — standardni elektrodni potencijal, V

Ep, k1 Ep, a— potencijali katodnog i anodnog strujnog vrha, V
lp, k1 lp, a— Visine katodnog i anodnog strujnog vrha, A

AE, — razlika potencijala strujnih vrhova, V

v —brzina promjene potencijala, V*s

R —opta plinska konstanta, R=8,314472(15) 3 idol™

T — apsolutna temperatutgq,

c(0), c«R) — koncentracije oksidiranog i reduciranog odjitnol dn?®
t—vrijeme, s

A — povrsina elektrode, ¢m

D — difuzijski koeficijent, crfis

Ei/2 — polarografski poluvalni potencijal elektroaktesarste

k° —standardna konstanta brzine elektrodne reakcije
a — koeficijent prijelaza elektrona

Do, Dr — difuzijski koeficijent oksidirane i reduciraneste redoks sustava, Gt
Af — promjena frekvencije, Hz
Am— promjena mase, g ¢m
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C; - faktor osjetljivosti kristala, koji iznosi 56,6 énug* za 5 MHz kvarcni kristal

AT-reza na sobnoj temperaturi

fo — osnovna frekvencija kvarcnog kristala, Hz
pL — gustéa tekwine, g cn®

U — modul sminosti tekéine, g cm' s

pq— gustda kvarca, koja iznosi 2,648 g cm

U — modul sminosti kvarca, koji iznosi 2,947- 1y cnits?
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